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(57) Abstract 

The invention concerns compounds of formula CH3-Ri-(CH2)2-R2 wherein: Ri is selected among a tertiary alcohol; a 1,2-diol; 
a halohydrine; an epoxide; an alkene; an aldehyde or an a-hydroxyaldehyde; and R2 is selected among a methylenediphosphonate; a 
difluoromethylenediphosphonate; or a monofluoromethylenediphosphonate. The invention also concerns the uses of said compounds as 
selective inhibitors of T?9$2 lymphocytes, and their uses, in particular for therapeutic purposes. 

(57) Abrege- 

Composed de formule: CH3-Ri-<CH2)2-R2, ou Ri est choisi parmi; un alcool tertiaire; un 1, 2-diol; un halohydrine; un epoxyde; un 
alcene; un alddhyde ou un a-hydroxyald6hyde; et R2 est choisi parmi: un methylenediphosphonate; un difluorom6thylenedisphosphonate, 
ou un monofluorome*thylenedisphosphonate. L'invention concerne les utilisations de ces composds comme agents d' inhibition sdlective des 
lymphocytes Tf9S2, et leurs applications, notamment a titre thSrapeutique. 
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COMPOSES INHIBITANT SELECTIVEMENT LES LYMPHOCYTES T GAMMA 9 DELTA 2 

^invention concerne des composes inhibant selectivement les 

5 lymphocytes Ty952 porteurs de recepteurs a regions variables Vy9 et V52. 

Les lymphocytes Ty5 des primates presents dans le sang 
peripherique (humains, singes) repr6sentent, chez Tindividu sain, habituellement de 
1 & 5% des lymphocytes du sang et jouent un r61e dans le systeme immunitaire. II a 
ith d6montr6 qu f ils reconnaissent leurs ligands antig&riques par une interaction 

10 directe avec l'antigene, sans presentation par les molecules du CMH dWe cellule 
presentatrice. Les lymphocytes Ty952 (parfois aussi designs lymphocytes Ty252) 
sont des lymphocytes Ty5 porteurs de recepteurs TCR & regions variables Vy9 et 
V52. lis represented la majorite des lymphocytes Ty8 dans le sang humain. 

Lorsqu'ils sont activ6s, les lymphocytes TyS exercent une 

15 puissante activite cytotoxique non restreinte par le CMH, particulierement efficace 
pour tuer divers types de cellules, notamment des cellules pathogenes. Neanmoins, 
Tactivation massive des lymphocytes TyS accompagnant parfois le d6veloppement 
de certaines pathologies peut presenter ou induire un caractere pathogene. Tel est le 
cas en particulier des maladies auto-immunes telles que la sclerose en plaques 

20 (Wucherpfennig K. et al w y5T cell receptor repertoire in acute multiple scerosis 
lesion" 1992, PNAS 89, 4588) ou la maladie de Beh9et (Yamashita N. et al "Role 
of y8T lymphocytes in the development of Beh9et disease" Clinical Experimental, 
Immunology, 107(2), 241-247). 

Tel est la cas en outre d'un certain nombre de pathologies 

25 bacteriennes telles que la brucellose, la tularemic, les salmonelloses, les 
tuberculoses, Tehrlichiose, ou parasitaires telles que la malaria (acces de 
paludisme), la leishmaniose viscdrale, la toxoplasmose (par exemple Morita C.T. et 
al, "Direct presentation of non peptide prenyl pyrophosphate antigens to human 
gamma delta T cells", 1996, Research in Immunology, Vol. 147, p 347-353). 

30 Divers antigenes des lymphocytes Ty952 ont et6 decrits (WO- 

9520673, US-5639653, ,f Natural and synthetic non peptide antigens recognized by 
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human y8T cells", Yoshimasa Tanaka et al, Nature, 375, 1995, pp 155-158/ 
Neanmoins, ces antigenes naturels ne sont pas compl&tement identifies. En outre, on 
sait que le mecanisme de l'activation des lymphocytes Ty982 par ces antigenes est 
particulier puisqu'il n'implique aucune molecule connue du CMH (complexe majeur 
5 dTiistocompatibilite). Mais, la nature de ce m6canisme teste inexpliqude, de sorte 
que le probleme de la mise au point d'inhibiteurs des lymphocytes Ty952 reste pose. 

WO-9520673 indique aussi que les principes pr6sentant une 
activite enzymatique phosphatase (monoster phosphorique phosphohydrolase et/ou 
nucleotide pyrophosphatase et/ou diester phosphorique phosphohydrolase) tels que 
10 la phosphatase alcaline, sont susceptibles d'inhiber l'activite d'antigfcnes d'origine 
naturelle, dits TUBag, issus d'un extrait mycobacterien, vis-a-vis des lymphocytes 
Ty982. Neanmoins, cette inhibition intervient par clivage des antigenes et n'agit 
done pas sur les lymphocytes Ty952 eux-memes. En outre, elle est non specifique et 
pose des problemes d'effets secondaires incontrolables dans la mesure ou les 
15 milieux biologiques ou physiologiques comprennent eux-m6mes de nombreux 
composes phosphoryles et des activites enzymatiques phosphatases naturelles. 

L'invention vise done k proposer des composes d ! inhibition 
selective de la stimulation lymphocytaire Ty982, e'est-a-dire des composes 
immunosupresseurs specifiques des lymphocytes Ty982. 
20 L'invention vise plus particulierement a proposer de tels 

composes qui soient compatibles, d'une part, avec une administration k un primate, 
et, d'autre part, avec les contraintes de rentabilite d'une exploitation industrielle (qui 
puissent Stre fabriqu&s de fa?on simple, en grandes quantit6s, £ un cofit acceptable a 
Techelle industrielle). 

25 Par ailleurs, il est aussi souhaitable que Tinhibition des 

lymphocytes Ty982 pour le traitement d*un exces d f activation de ces lymphocytes 
Ty982 ne detruise pas definitivement le systeme immunitaire du patient ou du 
milieu biologique lymphocytaire. Ainsi, l'invention vise aussi a proposer des 
composes ayant une activite d'inhibition qui soit non seulement selective a regard 

30 des lymphocytes Ty9S2, mais egalement reversible, de sorte que l'activite des 
lymphocytes Ty982 puisse ulterieurement etre restaur6e. 
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L'invention vise 6galement k proposer de nouveaux 
composes phosphorus et leur proc6d6 de fabrication. 

L'invention vise aussi a proposer des applications des 
composes selon l'invention pour inhibition selective et r6versible des lymphocytes 

5 Ty952. Plus particulierement l'invention vise k proposer des applications des 
composes selon l'invention a titre therapeutique, des applications des compos6s 
selon l'invention pour le diagnostic, et des applications des composes selon 
l'invention pour l'6tude experimentale des lymphocytes Ty952, de leurs antigenes ou 
agents immunosuppresseurs specifiques. 

10 L'invention vise en particulier a proposer un traitement des 

pathologies impliquant une activation des lymphocytes Ty982, et notamment 
choisie parmi la malaria (acces de paludisme), la leishmaniose visc6rale, la 
toxoplasmose, la brucellose, la tularemie, les salmonelloses, les tuberculoses, 
1'ehrlichiose, les maladies auto-immunes telles que la sclerose en plaques ou la 

15 maladie de Bel^et. 

Pour ce faire, l'invention concerne des nouveaux composes de 

formule : 

CH 3 — Ri — (CH 2)2 — R2 0) 

ou Ri est choisi parmi les fonctions suivantes : 



20 



25 



CH 3 CH2-OH C h 2 .X 

1 ' 1 

OH OH OH 

alcool tertiaire 1 ,2-diol halohydrine, X 6tant un 

halog&ne choisi parmi CI, Br, I 
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H 
I 

o=c 



0_CH 2 CH2 I 

\ / £ 



— c— 
i 

R 3 



6poxyde alc&ne aldehyde (R 3 6tant un hydrogfcne H) 

a-hydroxyaldehyde (R 3 6tant 
un hydroxyle OH ) 

10 et R 2 est choisi parmi Tun des groupements suivants : 



O O 0 0 

— O— P-CH 2 -P— 0" Cat * — o— P-GF 2 -P — 0" Cat+ 

15 Q-Cat* ©-Cat* 0' Cat* O" Cat* 

methylenediphosphonate difluoromethylenediphosphonate 

O O 

I' I' n*+ 

20 — O — P - CHF — P — O ' Cat 

O ■ Cat + o " Cat + 
monofluoromethytenediphosphonate 

ou Cat+ represents un (ou des) cation(s) organique(s) ou mineral(aux) (y compris le 

proton) identiques ou differents dans le meme compose, 

25 a Texception du 3-methyl-3-butene-l-yl-difluorom6thylenediphosphonate, et du 3- 

methyl-3-but£ne- 1 -yl-methylenediphosphonate. 

Les composes conformes k la formule (I) de l'invention sont 

les suivants (nomenclature IUPAC) : 

Ri : fonction alcool tertiaire : 

30 3-methyl-3-butanol-l-yl-m6thyl^nediphosphonate ; 

3-methyl-3-butanol-l-yl-monofluorom6thylenediphosphonate; 

3-methyl-3-butanol- 1 -yl-difluorom6thytenediphosphonate ; 

Ri : fonction 1,2-diol : 

3-methyl-3,4-butanediol-l-yl-m6thylenediphosphonate ; 

35 3 -methyl-3 ,4-butanediol- 1 -yl-monofluorom6thylenediphosphonate ; 
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3-m6ftyl-3,4-butanediol-l-yU 

R, : fonction halohydrine avec X = CI, Br, I : 

3-(chlorom6thyl)-3-butanol- 1 -yl-meihyl£nediphosphonate ; 

3-(chlorom6thyl)-3-butanol- 1 -yl-monofluorom6thyl£nediphosphonate; 
5 3-(chlorom6thyl)-3-butanol- 1 -yl-difluoromethylenediphosphonate; 

3-(bromomethyl)-3-butanol-l -yl-methylene-diphosphonate ; 

3-(bromomethyl)-3-butanol- 1 -yl-monofluoromethylenediphosphonate; 

3-(bromomethyl)^-butanoM-yl-difl^^ ; 

3<iodom6thyl)-3-butanol-l-yl-monofluorom6thylfenediphosphonate ; 
10 3-(iodom6thyl)-3-butanol-l-yl-methylenediphosphonate ; 

3-(iodomethyl)-3-butanol- 1 -yl-difluoromethylenediphosphonate. 
R, : fonction 6poxyde : 

3,4-6poxy-3-methyl-l-butyl-methylenediphosphonate; 

3,4-epoxy-3-m6thyl-l-butyl-monofluoromethylenediphosphonate ; 
15 s^^poxy^-me^l-l-butyl-difluoromfithylenediphosphonate. 

Rj : fonction alcfcne : 

3-m6thyl-3-butene- 1 -yl-m6thylenediphosphonate ; 

3-m6thyl-3-butene- 1 -yl-monofluorom6thylenediphosphonate ; 

3-methyl-3-butene- 1 -yl-difluoromethytenediphosphonate. 
20 Ri : fonction alddhyde (R 3 = H) : 

3-formyl- 1 -butyl-methylfenediphosphonate ; 

3-formyl- 1 -butyl-monofluoromethylenediphosphonate ; 

3-formyl- 1 -butyl-difluoromethylenediphosphonate. 

R 2 : fonction a-hydroxyald6hyde (R 3 = OH) : 
25 3-formyl-3-butanol-l-yl-methylenediphosphonate ; 

3-formyl-3-butanol- 1 -yl-monofluorom6thylenediphosphonate ; 

3-formyl-3-butanol- 1 -yl-difluoromethylenediphosphonate. 

Le 3-methyl-3-butfene-l-yl-diflurom6thylenediphosphonate a 
6te decrit par "phosphorylation of isoprenoid alcohols" V. Jo Davisson et al, J. Org. 
30 Chem. 1986,51,4775. 
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L'invention concerne en outre les composes de formule (I) ci- 
dessus (y compris le 3-methyl-3-butene-l-yl-diflurom6thyl6nediphosphonate) pour 
leurs utilisations comme agents d f inhibition selective des lymphocytes Ty952. 

L'invention concerne plus particulierement les composes de 

5 formule (I) ci-dessus pour leurs utilisations comme agents ^inhibition de 
Tactivation selective phosphoantig6nique des lymphocytes Ty982 par un agent 
antigene phosphate (phosphoantigfcne), tel qu*un antigene naturel (par exemple les 
Tubag decrits par WO-9520673), ou artificiel tel que l'IPP (3-methyl-3-butfcne-l-yl- 
pyrophosphate), un compost phosphohalohydrine tel que BrHPP (3-(bromomethyl)- 

10 3-butanol-l-yl-diphosphate) ou IHPP (3-(iodom6thyl)-3-butanol-l-yl-diphosphate), 
ou un compos6 phosphoepoxyde tel que EpoxPP (3,4 epoxy-3-m6thyl-l-butyl- 
diphosphate). 

Bien que le m6canisme reel de Tinhibition des lymphocytes 
Ty982 par les composes de l'invention ne soit pas ddfinitivement elucidd, les 
15 travaux des inventeurs permettent de penser qu'une telle inhibition selective des 
lymphocytes Ty982 peut Stre obtenue par des composes qui satisfont les trois 
conditions suivantes : 

1) presenter une molecule de forme topologique 
correspondant a la formule (I), 
20 2) presenter une fonction Ri susceptible de former une liaison 

covalente suite a une reaction du type substitution ou addition nucteophile, ou 
addition Slectrophile en presence des lymphocytes Ty952, 

3) pr6senter un groupement analogue structural d'un 
pyrophosphate, mais susceptible d'inhiber lliydrolyse en2ymatique du phosphate 
25 terminal necessaire k Tactivation des lymphocytes Ty952. 

Un tel compose peut en effet avoir la propriete d f occuper les 
sites de reconnaissance antigenique des recepteurs Vy9 V52 grace aux conditions 1) 
et 2), mais d'empecher la transduction du signal deactivation au lymphocyte du fait 
que lliydrolyse enzymatique du phosphate terminal, dont les inventeurs pensent 
30 qu'elle serait necessaire k cette transduction, est inhibee. 
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La fonction Ri est choisie de fa9on a etre compatible avec les 
conditions 1) et 2) ci-dessus et pour permettre Tobtention du compost selon 
Tinvention. Le groupement CH3— Ri— (CH 2 )2 — doit ainsi etre un ligand 
antig&iique du recepteur T Vy9 V82. II peut s ! agir de TisopentSnyl, bien connu, qui 

5 est un ligand antigenique. Les inventeurs ont demontre en outre que les autres 
groupements CH3 — R\ — (CH 2 )2 — de la fonnule (I) mentionn£s ci-dessus 
permettent aussi d'obtenir des inhibiteurs des lymphocytes Ty952. 

Le groupement R 2 est choisi parmi les analogues structuraux 
des pyrophosphates non hydrolysables ou faiblement hydrolysables De tels 

10 analogues des pyrophosphates sont connus en eux-memes (cf. "ATP analogs" par 
R.G. Yount (1975) Adv. Enzymol. Vol. 43, p 1-56 ; « Synthesis of monofluoro- and 
difluoro- methylenephosphonate analogues of s/i-glycerol-3-phosphate as substrates 
for glycerol-3-phosphate dehydrogenase and the X-Ray structure of the 
fluorom6thylenephosphonate moiety » par J. Nieschalk et al (1996) Tetrahedron 

15 vol. 52 pl65-176 ; "The difluoromethylenephosphonate moiety as a phosphate 
mimic : X ray structure of 2 amino- 1,1 -difluoro ethylphosphonic acid" par R.D. 
Chambers etal (1990) J. Chem. Soc. Chem. Commun. vol. 15, p 1053-1054). 

II convient en outre de choisir un groupement R 2 compatible 
avec la synthese du compose selon Tinvention. 

20 ^invention s^tend egalement aux utilisations des composes 

selon Tinvention k titre d'inhibiteurs des lymphocytes Ty982 des primates, 
notamment k titre d'inhibiteur de la proliferation et/ou de Tactivite cytotoxique et/ou 
de la production de substance(s) m6diatrice(s) par les lymphocytes Ty982 des 
primates a r^cepteurs TCR comprenant les regions variables Vy9 et V82. 

25 Uinvention s'etend aussi aux applications des composes selon 

Tinvention pour le traitement de cellules sensibles aux lymphocytes Ty952 des 
primates, dans un milieu naturel ou artificiel susceptible de contenir des 
lymphocytes Ty952, dans lequel lesdites cellules peuvent etre mises en contact avec 
ces lymphocytes Ty982, ce milieu 6tant compatible avec les composes selon 

30 Tinvention (c'est-^-dire n'est pas susceptible d'en provoquer la degradation au moins 
dans certaines conditions du traitement). 
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Par "cellule sensible aux lymphocytes Ty982", on entend 
toute cellule sujette h 1'activite effectrice induite des lymphocytes Ty982 (mort 
cellulaire, Tinvention permettant d'empecher la destruction de ces cellules par les 
lymphocytes) ; reception de mediateurs relargues par les lymphocytes Ty962 (TNF- 

5 a, INF-y. . .) ; proliferation cellulaire induite par les lymphocytes Ty982. 

L'invention s'etend done k un procede d f inhibition selective 
des lymphocytes Ty982 -notamment k un procede d'inhibition selective de la 
proliferation des lymphocytes Ty982 et/ou de l'activte cytotoxique des lymphocytes 
Ty982 et/ou de la production de substance(s) mediatrice(s) par les lymphocytes 

10 Ty982- dans lequel on met ces lymphocytes Ty982 au contact d'au moins un 
compose selon l'invention dans un milieu contenant des lymphocytes Ty982. 

Avantageusement et selon l'invention, on utilise au moins un 
compost selon l'invention a une concentration dans le milieu qui procure une 
inhibition selective de la proliferation polyclonale des lymphocytes Ty982. Ce 

15 milieu peut etre choisi parmi le sang humain, le sang d*un primate non humain, les 
extraits de sang humain, et les extraits de sang d'un primate non humain. 

Avantageusement et selon Tinvention, on utilise une 
concentration superieure a la concentration IC50 du compose selon Tinvention, 
definie comme celle permettant de r6duire de 50% Tintensite de la reponse des 

20 lymphocytes Ty982, selon le test de cytotoxicity induite, a un stimulant antigenique 
6talon, notamment le BrHPP a 80nM. 

Ledit milieu peut etre extracorporel, ledit procede d'inhibition 
selon Tinvention 6tant alors un traitement extracorporel, pouvant notamment servir 
en laboratoire, par exemple pour le diagnostic ou Tdtude des lymphocytes Ty982 ou 

25 de leurs propri6tes. Pour le diagnostic, Vinhibition des lymphocytes Ty982 peut 
servir a 6valuer Tetat ^activation des lymphocytes Ty982 preleves sur un patient, 
selon leur comportement apres mise au contact d'ime quantite inhibitrice d f un 
compost selon Tinvention. 

Ledit milieu peut etre aussi intracorporel, Tinhibition selective 

30 des lymphocytes Ty952 ayant alors une utility th6rapeutique ou de diagnostic. 
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Plus particulterement, ledit milieu est le sang periphfrique 
d'un primate. L'invention s'etend done en particulier a un proc6d6 d'inhibition 
selective des lymphocytes Ty982 du sang pSripherique d'un primate -notamment de 
lliomme- dans lequel on administre une quantity apte k inhiber les lymphocytes 
5 Ty952 d'au moins un compost selon Tinvention. On administre done au moins un 
compose selon Tinvention par voie generate -notamment parent£rale dans le sang 
pdripherique-. 

Ledit milieu peut aussi etre un site cellulaire k traiter, et on 
administre au moins un compose selon Tinvention directement au contact du site 

10 cellulaire a traiter (administration topique). 

Ainsi, Tinvention s'6tend aux applications des composes selon 
Tinvention a titre therapeutique pour le traitement curatif ou preventif des 
pathologies induisant une activation des lymphocytes Ty982 des primates dans un 
milieu pouvant contenir ces lymphocytes Ty982. 

15 L'invention concerne done aussi les composes de la formule 

(I) pour leur utilisation a titre de substances therapeutiquement actives chez les 
primates. L'invention concerne aussi Tapplication des composes selon la formule (I), 
pour leur utilisation dans une composition therapeutique destinee a etre administrSe 
a un primate en vue du traitement preventif ou curatif d'une pathologie impliquant 

20 Tactivation des lymphocytes Ty982. 

L'invention s'etend en particulier aux applications 
therapeutiques des composes selon Tinvention pour le traitement des pathologies 
des primates appartenant au groupe formd des parasitoses choisies parmi la malaria 
(paludisme), la leishmaniose viscerale et la toxoplasmose ; des maladies auto- 

25 immunes -notamment la sclerose en plaques et la maladie de Beh9et- induisant une 
activation des lymphocytes Ty982 ; des pathologies bacteriennes choisies parmi la 
brucellose, la tularemic, les salmonelloses, les tuberculoses, et Tehrlichiose. Selon 
Tinvention, on administre une composition therapeutique adaptee pour liberer dans 
le sang p6riph6rique et/ou sur un site cellulaire k traiter une quantite d*au moins un 

30 compose selon Tinvention apte a inhiber les lymphocytes Ty982. 
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En effet, il a 6t6 demontre de fa9on g6n£rale dans Tart 
ant&ieur sus-cit6 qu*une composition ayant la propria d'inhiber les lymphocytes 
Ty952 peut etre avantageusement utilisee pour le traitement de ces pathologies. 

De fa9on traditionnelle, dans tout le texte, les termes 

5 M th6rapie lf ou "therapeutique" englobent non seulement les traitements curatifs ou 
les soins, mais 6galement les traitements preventifs (prophylaxie) tels que la 
vaccination. En effet, en permettant Tinhibition selective des lymphocytes Ty982, 
Tinvention permet des traitements d'immunostimulation pouvant etre avantageux 
aussi bien a titre prophylactique en empechant le developpement des lymphocytes 

10 Ty982, qu f & titre curatif en inhibant les lymphocytes Ty982. 

L'invention s'etend done aussi k une composition 
therapeutique ou de diagnostic comprenant au moins un compose selon Tinvention. 
Plus particulifcrement, Tinvention concerne xme composition therapeutique 
comprenant une quantite apte & etre administree a un primate -notamment au 

15 contact du sang p6ripherique ou par voie topique d'au moins un compose selon 
Tinvention -notamment pour le traitement preventif ou curatif des pathologies 
suscitees-. Une composition selon Tinvention peut fetre une composition 
immunostimulante, ou un vaccin, les composes selon Tinvention 6tant des antigfenes 
inhibant selectivement les lymphocytes Ty982. 

20 Une composition therapeutique selon Tinvention peut etre 

preparee sous une forme galenique apte a Stre administree par voie gen6rale, 
notamment par voie parent&ale directement dans le sang peripherique d f un primate, 
avec au moins un compost selon Tinvention en quantite adaptee pour inhiber les 
lymphocytes Ty982 et un ou plusieurs excipient(s) appropri6(s). Compte tenu de la 

25 concentration active des composes selon Tinvention (de Tordre de 10 a 1000 jiM), 
une telle administration est envisageable sans risque de toxicite. 

Une composition therapeutique selon Tinvention peut aussi 
etre prepare sous une forme gatenique appropriee pour son administration topique, 
directement au contact des lymphocytes Ty982. 

30 La forme galenique d*une composition therapeutique selon 

Tinvention est realisee selon la voie d'administration choisie, par les techniques 
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traditionnelles de formulation galenique. La quantity et la concentration de 
compos6(s) selon Tinvention, et la posologie sont d£termin6es par r6f6rence aux 
traitements chimiotherapeutiques connus des maladies a traiter, compte tenu de la 
bioactivitS des compos6s selon Tinvention vis-a-vis des lymphocytes Ty952, de 

5 Tindividu £ traiter, de la maladie concernee et des effets biologiques recherchfes. 

Avantageusement et selon Tinvention, on administre le 
compost selon Tinvention selon une quantite apte a cr£er dans le sang p6ripherique 
du patient une concentration supdrieure k la concentration IC50 du compos6 selon 
Tinvention telle que definie ci-dessus. 

10 Avantageusement et selon Tinvention, pour un compost 

bioactif k une concentration comprise entre l^tM et lOOO^M, on administre par voie 
generate une quantite de compose(s) selon Tinvention comprise entre 0,1 mg et lg - 
notamment entre lmg et lOOmg- par kilogramme de poids du patient. 

Par ailleurs, il a ete demontre in vitro que les composes selon 

15 Tinvention ne presentent aucune toxicite generate. En outre, on sait que la categorie 
biochimique de motecules k laquelle les composes selon Tinvention appartiennent 
(phosphoesters) constitue une famille de composes compatibles avec les milieux 
biologiques analogues et physiologiques. Les composes selon Tinvention ne 
presentent done pas d f autres effets toxiques que ceux induits par leur bioactivit^ sur 

20 les lymphocytes Ty962. 

En outre, les composes selon Tinvention presentent un poids 
mol6culaire suffisamment faible (notamment inferieur h 500) pour etre compatible 
avec leur Elimination par voie renale et urinaire. 

Un exemple de formulation de composition th6rapeutique 
25 injectable selon Tinvention pour un primate de 1kg est le suivant : 

5 mg de sels de sodium du 3,4-6poxy-3-m6thyl-l-butyl- 
m&hylenediphosphonate (Epox-PCP) dilues dans 5 ml de tampon Ringer -Lactate 
st6rile . 

On administre ainsi pendant 4 jours : 1 dose par jour de 5 mg 
30 pour 1kg d'animal, correspondant a une concentration dans le sang circulant de 50 
mg/1, adaptee pour etre sup6rieure k la concentration IC50 de 15 \M pour P Epox- 
PCP (une concentration de 50mg/l correspondant a environ 160 \iM). 
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D est a noter que la majorite des excipients ou autres additifs 
phannaceutiquement acceptables traditionnellement utilises, sont chimiquement 
compatibles avec les composes selon Tinvention. 

Une composition therapeutique selon Tinvention peut aussi 

5 avantageusement comprendre un ou plusieurs autre(s) principe(s) actios), 
notamment pour procurer un effet synergique. En particulier, im compose selon 
Tinvention peut faire office d'adjuvant de vaccin. La composition therapeutique 
vaccinante selon Tinvention est alors formee d f une composition vaccinante connue k 
laquelle on rajoute une quantite de compose(s) selon Tinvention apte k inhiber les 

10 lymphocytes Ty952 qui ne pourront exercer ni leur activite effectrice directe (par 
exemple cytotoxique), ni rSgulatrice de type Th-1 (par exemple relargage 
d'interferon et de facteur de necrose tumorale (TNF ou "tumor necrosis factor")), et 
favorisent ainsi les reponses des lymphocytes B (par exemple production 
d'anticorps). 

15 L'invention s'etend aussi a l*utilisation d'au moins un compost 

selon Tinvention pour la fabrication d'une composition therapeutique selon 
Tinvention. Plus particuliferement, Tinvention porte sur Tutilisation d'au moins un 
compose selon Tinvention pour la fabrication d'une composition therapeutique 
destinee au traitement pr^ventif ou curatif d'une pathologie induisant une activation 

20 des lymphocytes Ty952 des primates -notamment une pathologie selectionnee dans 
le groupe mentionne ci-dessus-. A ce titre, Tinvention s'etend aussi k Tutilisation 
d'au moins un compose selon Tinvention pour la fabrication d'une composition 
therapeutique destinee k etre administree -notamment au contact du sang 
peripherique ou par voie topique- a un primate -notamment k lliomme- pour le 

25 traitement preventif ou curatif d'une pathologie telle que mentionnee ci-dessus. 

L'invention s'etend aussi a un precede de fabrication d'une 
composition -notamment une composition therapeutique- selon Tinvention ayant la 
propriete d'inhiber seiectivement les lymphocytes Ty982, dans lequel on utilise au 
moins un compose selon Tinvention. L'invention porte aussi sur un proc6de de 

30 fabrication d'une composition therapeutique destinee au traitement pr6ventif ou 
curatif d'une pathologie telle que mentionne ci-dessus, dans lequel on utilise au 
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moins un compose selon l'invention. L'invention porte en particulier sur un proced6 
de fabrication d'une composition therapeutique destinde a 6tre administr6e - 
notamment au contact du sang p6riph6rique ou par voie topique- a un primate pour 
le traitement preventif ou curatif d'une pathologie telle que mentionnde ci-dessus-, 
5 dans lequel on utilise au moins un compose selon l'invention. 

Les composes selon l'invention peuvent etre prdpards selon les 
schemas reactionnels donn6s ci-apres, selon les difiterents groupements Rl et R2. 

Dans ces sch&nas, PCP identifie le groupement 
methyldnediphosphonate, PCHFP identifie le groupement 
10 monofluoromethylenediphosphonate, et PCF 2 P identifie le groupement 
difluoromethylenediphosphonate. 

Sch6ma I : 

Pour Ri : fraction alcool tertiaire, alcene, epoxyde, et R 2 : PCP, PCHFP, PCF 2 P : 

CH 3 -R,-(CH 2 ) 2 -OH TsCl^-DMAP > ^.^^(CH^-OTs 

dichlorom&hane 

(1) (2) 
R2-H 

- ft sel de t^trabutylaxnmonium 

20 CH 3 _R 1 -(CH 2 ) 2 -OTs r — ^ ^-^-(CH^-R, 

3 1 z acetonitrile 

(2) 0) 

oil Ts est le tosyle, TsCl est le chlorure de tosyle, 4-DMAP est la 4- 

dimethylaminopyridine. 
25 Les sels de t&rabutylammonium du rdactif R 2 -H, utilises en 

quantite au moins egale a 2 equivalents molaires sont, selon le groupement R 2 du 
compost a preparer : 

- pour PCP : le tris(tetra-n-butylammonium) hydrogdno- 
mdthylene-diphosphonate prepare a partir d'acide methylene diphosphonique, 
30 • pour PCF 2 P : le tris(t6tra-n-butylammonium) hydrog&io- 

difluoromdthytene-diphosphonate prepare a partir de t6trakis(trim6thylsilyl)- 
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difluorom&hytenediphosphonate selon la procedure dScrite par V. Jo DAVISSON 
et al J. Org. Chem., 51, p 4768-4779, (1986), 

- pour PCHFP : le tris(tetra-n-butylammoniuin) hydrog6no- 
monofluorom&hylenediphosphonate pr6par6 a partir de t6trakis(trim6thylsilyl)- 
5 monofluorom&hylfcnediphosphonate selon la procedure decrite par J. NIESCHALK 
et al (1996) Tetrahedron vol. 52 pl65-176 et adaptee selon V. Jo DAVISSON et al 
J. Org. Chem., 51, p 4768-4779, (1986), 

Les alcools (1) sont des produits commercialement 
disponibles a l'exception de l'alcool correspondant a la fonction Rl epoxyde qui 
10 peut Stre obtenu facilement (G. M. RUBOTTOM et al, Org. Synth. Coll. Vol 7, p 
282 (1990), Wiley) par epoxydation de la fonction alcene selon : 



CH2 ac ^ e 0 CH2 

II m-chloropeibenzolque \ / 

CH_-C-(CH 2 ) 2 -OH > CH 3 -C-(CH 2 ) 2 -OH 

15 J chloroforme 

(1) avec Ri : fonction alcene (1) avec R, : fonction epoxyde 

Sch6ma II : 

Pour Ri : fonction Halohydrine (X = CI, Br, I), et R 2 : PCP, PCHFP, PCF 2 P : 

20 

CH 2 CH 2 X 

CH 3 _C-(CH 2 ) 2 -R 2 > CH 3 _C-(CH 2 ) 2 .R 2 

pHneutre.9 5 25 °C I 

OH 

25 (3) avec Rj : fonction alcene (5) 

Schema III: 

Variante pour R, : fonction epoxyde, et R 2 : PCP, PCHFP, PCF 2 P : 

CH2X O CH2 

I OH, milieu basique \ / 

30 C H 3 — C-(CH 2 ) 2 -R 2 >- CH 3 — C-(CH 2 ) 2 -R 2 

| 9 s.25 °C 

OH 



(5) 



(6) 
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ScMmaJY: 

Pour Rj : fonction 1,2-diol, et R 2 : PCP, PCHFP, PCF 2 P : 

5 CH 2 CH 2 OH 
II KMn0 4 (6 = 4°C) I 
CH 3 _C-(CH 2 ) 2 -R 2 > CH 3 — C -(CH 2 ) 2 -R 2 

H 2 0,pHneutre | 

OH 

(3) avec R x : fonction alcfcne (8) 

10 

ou KMn0 4 est le permanganate de potassium (en quantite inferieure ou egale a 1 
equivalent molaire) 

Schema V : 

15 Pour R, : fonction aldehyde, et R 2 : PCP, PCHFP, PCF 2 P : 



CH 3 R 2 -Hselde CH 3 

I tetrabutylammonium | 

CH- = CH - CH — (CH 2 ) 2 - OTs ► CH 2 = CH - CH — (CH 2 ) 2 - R- 

acetonitrile 

20 

(9) (10) 
ou R 2 -H est utilise en quantite au mdins 6gale a 2 equivalents molaires. 

CH 3 OH CH 3 

I KMn0 4 (e = 4°C) ! I 

25 CH 2 =CH-CH-(CH 2 ) 2 -R 2 ~>- CH 2 OH-CH-CH-(CH 2 ) 2 -R 2 

H2O, pH neutre 

(10) (11) 



OH CH 3 CHO 
30 I I NaI0 4 I 

CH 2 OH — CH — CH — (CH 2 ) 2 - R 2 >■ CH- — CH — (CH 2 ) 2 - R 2 

9 <25 °C 

(11) (12) 
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Le compos6 (9) peut etre obtenu aisement sous forme alcool 
par synthese de Grignard entre un organomagnSsium d'alcenyle et le formaldehyde 
ou l'oxyde d f 6thylfene, par exemple en partant du l-chloro-2-methyl-3-but£ne. 

Schema VI: 

5 Pour R x : fonction a-hydroxyald&iyde, et R 2 : PCP, PCHFP, PCF 2 P : 
CH 2 OH CHO 

CH 3 — C-(CH 2 ) 2 -R 2 PVPCC CH 3 -C-(CH 2 ) 2 -R 2 

^ | ' : ' dichloromethane \ 

OH 0H 

10 (8) 03) 

ou PVPCC est le Poly[vinyl(pyridinium chlorochromate)], comme indiqu6 par 
FRECHET J.M., WARNOCK J., et FARRALL J., J Org. Chem, vol 43, N°13, 
p2618-21 (1978). 

15 D'autres caracteristiques, buts et avantages de Tinvention 

apparaissent a la lecture des exemples qui suivent donn6s k titre non limitatifs, et 
des figures annexees dans lesquelles : 

- les figures 1 a 6 sont des graphes representant les rSsultats 

obtenus a Texemple 10, 
20 - la figure 7 repr6sente quatre graphes illustrant les rdsultats 

obtenus a Texemple 1 1, 

- la figure 8 repr&ente un graphe illustrant les resultats 

obtenus a l'exemple 12, 

- la figure 9 reprSsente un graphe illustrant les r6sultats 

25 obtenus & l'exemple 13, 

- les figures 10a, 10b et 10c illustrent les r6sultats obtenus a 

l'exemple 14. 

EXEMPLE 1 : Fabrication du 3-m6thyl-3-butene-l-yl- 
methylenediphosphonate (IPCP) : 
30 Preparation du 3-m6thyl-3-butfcne-l-yl -tosylate 

Dans un reacteur en verre equip6 pour la manipulation sous 
atmosphere inerte et soigneusement s6ch6, sont introduits sous agitation magn&ique 
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(2,32 mmoles - 442mg) de cWorure de tosyle et (2,55 mmoles - 312 mg) de 4- 
(N,N-dimethylamino)pyridine dans 5 ml de dichlorom&hane anhydre. A ce 
melange, on ajoute lentement a l'aide d'une seringue et par rintermediaire d'un 
septum (2,32 mmoles - 200 mg) d'isopentenol en solution dans environ 1ml de 

5 dichlorom6thane. La faction est suivie par chromatographic sur couche mince de 
silice (gel de silice 60 F-254 - 61uant : pentane/ac&ate d'6thyle 85/15 v/v - Rf(R- 
OTs) = 0,4 et Rf(TsCl) = 0,5). Apres environ 3 heures d' agitation sous atmosphere 
d'azote on dilue le melange r6actionnel dans un grand volume d'hexane (environ 
100ml) ce qui entraine la formation immediate d'un precipite blanc. Le melange est 

10 ensuite filtre et le filtrat concentre par evaporation sous pression r6duite. La solution 
est dilute avec un peu de diethyl ether et filtree a nouveau. Apres evaporation du 
solvant, on obtient une huile jaunatre. Le produit est purifte par chromatographic 
sur colonne preparative de silice (gel de silice 60 - eluant : pentane/acetate d'ethyle 
85/15).(l,98 mmoles - 475 mg) de 3-methyl-3-butene-l-yl -tosylate (85 % de 

15 rendement en produit isole) sont ainsi obtenus. Le compose (huile incolore) est 
stock6 & + 4°C en milieu anhydre. 

Preparation du tris(tetra-n-butylammonium) hydrogfcno- 

methylenediphosphonate : 

On prepare une solution contenant (5,68 mmoles - lg) d'acide 

20 mdthylenediphosphonique dans environ 20 ml d'eau deionisee. A cette solution 
acide (pH 1.0), on ajoute goutte a goutte une solution aqueuse d'hydroxyde de t6tra- 
n-butylammonium (BU4NOH) a 40% en masse jusqu'a obtenir une valeur de pH 
egale k 10.0. Apr^s lyophilisation de la solution titree, on obtient environ 5 g de sel 
de t6tra-n-butylammonium (solide hygroscopique d'aspect huileux) que Ton dissout 

25 dans 10 ml d'ac&onitrile anhydre. La solution saline est ensuite filtr6e puis sech6e 
par evaporations successives du solvant sous pression rdduite. On obtient ainsi une 
solution de tris(t6tra-n-butylammonium) hydrogeno-m&hylenecfcphosphonate avec 
une purete egale k 97 % (resultat deduit de Tanalyse par chromatographic ionique - 
HPAEC). Le volume est ajuste avec de racetonitrile anhydre afin d' obtenir une 

30 concentration en sel comprise entre 0,5 et 1M. La solution est stockee a -20 °C en 
milieu anhydre. 
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Preparation du 3-m6thyl-3-butene-l-yl-m6thyl^nedi- 
phosphonate (isopentenyl m^thylenediphosphonate) : 

Dans un reacteur en verre soigneusement s6ch6, on introduit 
sous atmosphere d'azote 2,5 ml d'une solution de tris(t6tra-n-butylammonium) 

5 hydrogeno-methylenediphosphonate a 0,7 M (1,75 mmoles) dans l'acetonitrile 
anhydre. Le reacteur est refroidi par un bain de glace puis on ajoute sous agitation 
magnetique et a l'aide d'une seringue (0,70 mmoles - 168 mg) de 3-m6thyl-3- 
butene-l-yl -tosylate en solution dans un minimum d'acetonitrile (0,5 - 1M). Apres 
introduction du tosylate, le bain de glace est retire puis la reaction est laissk sous 

10 agitation a temperature ambiante. L'avancement de la reaction est alors suivi par 
chromatographic ionique (HPAEC) sur colonne IonPac® ASH. Apres environ 3 
heures, le solvant est evapore sous pression rdduite et le milieu reactionnel redissout 
dans 3 ml d'un melange eau /2-propanol 98/2 (v/v). La solution est pass6e sur une 
colonne contenant (19 mequiv - 4 g) de resine cationique DOWEX® 50-WX8-200 

15 (forme NlO puis eluee avec 10 ml du melange eau (pH 9)/2-propanol 98/2 (v/v). 
Apres lyophilisation, on recueille un solide blanc contenant le produit brut 
Purification : 

Le diphosphonate d'ammonium en exc£s et une faible 
proportion de sels inorganiques sont separes du milieu r6actionnel par co- 

20 precipitation en presence d'hydrogenocarbonate d' ammonium. On dissout le produit 
brut obtenu a Tetape pr£c£dente dans 4 ml d'hydrogenocarbonate d'ammonium 0,1 
M que Ton transfere dans un tube k centrifugation de 25 ml. On traite alors la 
solution avec 10 ml d'un melange acetonitrile/2-propanol 1/1 (v/v) en agitant 
vigoureusement le melange (vortex) pendant quelques minutes jusqu'4 formation 

25 d'un precipite. Le tube est ensuite centrifuge a 2000 tr/min k 10 °C pendant 5 
minutes. Le surnageant, dans lequel sont extraits les sels organiques, est conserve a 
+4°C. La procedure est renouveiee en redissolvant le precipite dans 3ml 
d'hydrog6nocarbonate d'ammonium 0,1 M auxquels on ajoute 7 ml du m61ange 
acetonitrile/2-propanol. Apr^s elimination du solvant de l'ensemble des surnageants 

30 dans un evaporateur rotatif, on obtient tm liquide huileux que Ton conserve k +4°C. 

Le tosylate d'ammonium est en majeure partie separe du 
milieu r6actionnel par extraction avec le solvant chloroforme/methanol 1/1 (v/v). Le 
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liquide huileux de l'6tape pr&edente est dissout dans 4 ml d'eau d6ionis6 k pH 9 et 
trait6 avec 1ml de ce solvant par une procedure classique d' extraction rdpetee 3 fois. 
On ^limine ensuite de la phase aqueuse les traces de solvant par Evaporation sous 
pression r6duite k 30 °C. La solution est stockSe k -20 °C. 
5 Le produit est purifte ulterieurement selon les besoins par 

chromatographic d'echange d'anions sur cartouches Sep-Pak Accell Plus QMA 
(Waters®) de 360 mg a 10 grammes eludes successivement par des solutions 
aqueuses d'hydrogenocarbonate d'ammonium respectivement de 20 mM, 40 mM, 
100 mM, puis 200 mM avec suivi chromatographique (HPAEC) des fractions 
10 61u6es. Les fractions correspondant au produit purifi6 sont regroup6es puis 
lyophilisees. Pour la mise en ceuvre de tests biologiques les solutions aqueuses du 
produit sont stfrilisees par filtration sur filtre de 0,2 urn et stockees a -20 °C Dans 
le cas de tests realises in vivo, les solutions sont prealablement passtes sur une 
colonne de resine cationique DOWEX® 50-WX8-200 (forme Na*) eluee par deux 
15 volumes de colonne d'eau deionisee. 

Analyse du sel d'ammonium par spectrom6trie de masse k 
ionisation dite par "electrospray" (mode ndgatif) : 

ESI-MS : m/z « 243 [M-H] " espece pseudomol6culaire 
ESI-MS/MS de Hon [M-H]* : m/z = 225 (perte d'H 2 0); m/z = 

20 1 57(pyrophosphonate) 

EXEMPLE 2 : Fabrication du 3-(bromomethyl)-3-butanol-l- 

yl-methylenediphosphonate (BrHPCP) : 

0,34 mmoles (100 mg) de 3-m6thyl-3-but£ne-l-yl- 
m6thylenediphosphonate (sel d'ammonium) en solution dans 2 ml d'eau deionisee 

25 de pH neutre sont traitees sous une hotte aspirante par 1,9 ml d'une solution 
aqueuse saturee (0,18 M) d'eau de brome (1 equivalent - 0,34 mmoles de brome). 
L'eau de brome est ajoutee progressivement et de preference sur une solution froide 
du sel d'ammonium en agitant p6riodiquement jusqu'a decoloration de l'eau de 
brome. Dans le cas ou le brome est ajoute en 16ger exces (coloration jaxme 

30 persistante), la solution est transferee dans un ballon en verre puis plac6e quelques 
minutes sous pression reduite (6vaporateur rotatif) a une temperature de 30 °C 
jusqu'a disparition de la coloration. Le produit 3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl- 
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methytenediphosphonate est g6n6r£ quantitativement (0,33 mmoles - 130 mg) - 
resultat deduit de Panalyse par chromatographic ionique - HPAEC. La solution est 
ensuite trait6e comme dans Pexemple 1 pour la mise en oeuvre de tests biologiques 
etstockee&-20 °C. 

5 Analyse du sel d'ammonium par spectrom6trie de masse h 

ionisation dite par "electrospray" (mode negatif) : 

ESI-MS : m/z = 339, 341 isotopes naturels du brome pr£sent 
dans l'espece pseudomol6culaire [M-H] " 

ESI-MS/MS de Pion [M-H]' : m/z = 259 (rearrangement 

10 intramoleculaire) 

EXEMPLE 3 : Fabrication du 3-(iodomethyl)-3-butanol-l-yl- 
methylenediphosphonate (IHPCP) : 

Preparation de Peau iod£e : 

Une solution d'eau iod6e de l'ordre de 0,5 & 1 mM est 
15 preparee par sonication prolongee (15 minutes environ) de quelques cristaux d'iode 
dans une solution d'eau d&onisee et filtration. Pour des essais portant sur de plus 
grandes quantites, des solutions plus concentrees en iode peuvent 6tre obtenues en 
rajoutant une faible proportion d'alcool k la solution aqueuse initiale. L'eau iod6e 
est ensuite titree par le thiosulfate de sodium avec de l'empois d'amidon comme 
20 indicateur colore. 

Preparation du 3-(iodom6thyl)-3-butanoH-yl-m6thylene- 

diphosphonate : 

5 nmoles (1 ml d'une solution a 5 mM) de 3-m£thyl-3-butene- 
l-yl-m6tbylenediphosphonate prepare selon Pexemple 1 sous forme de sel 

25 d'ammonium en milieu aqueux ou hydroalcoolique de pH neutre sont trait6e a 
temperature ambiante par ajout de 1 equivalent d'iode en solution aqueuse (5 ml 
d'eau iodee a 1 mM). La solution est plac6e 30 minutes a temperature ambiante, 
puis 30 minutes a +4 °C en effectuant periodiquement une agitation vigoureuse. 
Aprfes decoloration de Peau iod£e, le produit 3-(iodom6thyl)-3-butanol-l-yl- 

30 methylenediphosphonate est genere quantitativement. Pour la mise en ceuvre de 
tests biologiques, la solution est pr£alablement concentre par lyophilisation et 
trait6e comme dans Pexemple 1. 
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EXEMPLE 4 : Fabrication du 3,4-epoxy-3-m6ihyl-l-butyl- 
m£thylenediphosphonate (Epox PCP) : 

On traite k temperature ambiante, 1 ml d'une solution 
aqueuse contenant (2 mg - 5,1 jimoles) de 3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl- 
5 methylfcnediphosphonate (sel d*ammonium) pr6par6 selon Texemple 2, avec 0,5 ml 
d'une solution molaire d'ammoniaque. La solution est maintenue sous agitation 
pendant quelques minutes puis lyophilisfie pour 61iminer Tammoniaque. Le residu 
sec obtenu aprfcs lyophiliisation est redissout dans 1 ml d'eau deionisee et purifie par 
chromatographic d'6change d'anions sur cartouches Sep-Pak Accell Plus QMA 
10 (Waters®) de 360 mg comme d6crit dans l'exemple 1 . 

Analyse du sel d' ammonium par spectrometrie de masse k 
ionisation dite par "electrospray" (mode negatif) : 

ESI-MS : m/z = 259 [M-H] " espece pseudomoleculaire 

ESI-MS/MS de 1'ion [M-H]* : m/z = 241 (perte d'H 2 0) ; m/z = 

15 157 (pyrophosphonate) 

EXEMPLE 5 : Fabrication du 3 -methyl-3 -butanol- 1 -yl- 

methylenediphosphonate (tButOHPCP) : 

Selon une procedure analogue a celle decrite dans l'exemple 
1, on prepare dans une premiere 6tape le 3-methyl-3-butanol-l-yl-tosylate k partir 
20 de 3-methyl-l 5 3-butanediol. Le 3-methyl-3-butanol-l-yl-methylenediphosphonate 
est obtenu en faisant reagir 0,5 mmole de tosylate et 1 mmole de tris(tetra-n- 
butylammonium) hydrogeno-methytenediphosphonate a temperature ambiante 
pendant 24 heures. La procedure de purification est identique k celle d6crite dans 
l'exemple 1. 

25 Analyse du sel d' ammonium par spectrometrie de masse k 

ionisation dite par "electrospray" (mode negatif) : 

ESI-MS : m/z = 261 [M-H] " espece pseudomoleculaire 
ESI-MS/MS de 1'ion [M-Hf : m/z = 243 (perte d'H 2 0) ; m/z = 
157 (pyrophosphonate) 
30 EXEMPLE 6 : Fabrication du 3-m6thyl-3,4-butanediol-l-yl- 

m6thylenediphosphonate (Diol PCP) : 
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Dans une fiole en verre, on introcluit 1 ml d'une solution 
aqueuse de pH neutre du sel d'ammonium du 3-m6thyl-3-but£ne-l-yl- 
methylenediphosphonate (3,4 junoles - 1 mg) - prepare selon l'exemple 1 - A cette 
solution sont ajoutes en plusieurs fractions, 680 |xl d'une solution froide de 

5 permanganate de potassium a 5 mM (1 equivalent - 3,4 nmoles) en agitant 
p6riodiquement la solution que Ton place en chambre froide (+4°C). Apres environ 
40 minutes de reaction pendant lesquelles il s'est form6 un precipite marron de 
dioxyde de manganese, on ajoute quelques microlitres d'une solutipn aqueuse 
saturee d'isopentfenol. Le dioxyde de manganese est separe du melange reactionnel 

10 par centrifugation puis filtration. Le filtrat est purifi6 par chromatographie 
d'echange d'anions sur cartouches Sep-Pak Accell Plus QMA (Waters®) de 360 mg 
comme d6crit dans Fexemple 1. 

EXEMPLE 7 : Fabrication du 3-methyl-3-butene-l-yl- 

difluorom6thylenediphosphonate (IPCF 2 P) : 

15 Ce produit est prepare comme d6crit dans Texemple 1, en 

faisant reagir dans l'acetonitrile anhydre, 0,5 mmole de 3-methyl-3-butene-l-yl- 
tosylate avec (3 equivalents - 1,5 mmoles) du sel de tris(tetra-n-butylammonium) 
hydrogfeno-difluoromelhyl^nediphosphonate pr6par<§ selon le protocole decrit par 
VJo Davisson et al J. Org. Chem., 1986, 51 p 4768-4779. 

20 Analyse du sel d'ammonium par spectrometrie de masse a 

ionisation dite par "dectrospray" (mode negatif) : 

ESI-MS : m/z = 279 [M-H] * espfcce pseudomoleculaire 
ESI-MS/MS de l'ion [M-H]* : m/z = 261 (perte d f H 2 0) ; m/z = 

193 (pyrophosphonate) 
25 EXEMPLE 8 : Fabrication du 3-(bromomethyl)-3-butanol-l- 

yl-difluoromethylenediphosphonate (BrHPCF 2 P) : 

Ce produit est obtenu par reaction du 3-methyl-3-butene-l-yl- 

difluorom6thylenediphosphonate (prepare selon Pexemple 7) avec Teau de brome 

en suivant la procedure dScrite dans l'exemple 2. 
30 Analyse du sel d'ammonium par spectrometrie de masse a 

ionisation dite par "61ectrospray" (mode negatif) : 
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ESI-MS : m/z = 375, 377 isotopes naturels du brome present 
dans Fespfcce pseudomoleculaire [M-H] m 

ESI-MS/MS de 1'ion [M-H]" : m/z = 295 (rearrangement 

intramoieculaire) 

5 EXEMPLE 9 : Fabrication du 3,4-epoxy-3 -methyl- 1-butyl- 

difluorom6thylenediphosphonate(Epox PCF 2 P) : 

Ce produit est obtenu par traitement en milieu basique du 3- 
(bromom6thyl)-3-butanol- 1 -yl-difluorom6thylenediphosphonate (prepare selon 
l'exemple 8) en suivant la procedure d6crite dans l'exemple 4* 
10 Analyse du sel d' ammonium par spectrom6trie de masse k 

ionisation dite par "electrospray" (mode negatif) : 

ESI-MS : m/z = 295 [M-H] * espfcce pseudomoleculaire 

ESI-MS/MS de 1'ion [M-H]" : m/z = 277 (perte d'H 2 0) ; m/z = 
193 (difluoromethylenediphosphonate) 
15 EXEMPLE 10 : Mesure de l'activite cytotoxique d'un clone 

Ty952 activ6 par 80nM de BrHPP, ou non active : 

On compare l'activite cytotoxique specifique d'un clone de 
lymphocytes Ty952 mesuree selon le test de cytotoxicite induite, cette activite 6tant 
stimuiee avec 80nM de Tantigene 3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl-diphosphate 
20 (BrHPP) (petits points noirs en haut a gauche de la figure 1), et consideree comme 
la reponse de reference (100%), par rapport h celle d'une culture de clones non 
stimuies (0%) (petits points Wanes figure 1). 

Les courbes de la figure 1 represented le pourcentage de 
reponse residuelle (test de cytotoxicite induite) obtenu dans des cultures stimuiees 
25 par 80nM de BrHPP en presence de differentes concentrations (en abscisses) des 
composes selon Invention, a savoir BrHPCHFP (triangles Wanes), IHPCP 
(triangles noirs), Diol PCP (ronds noirs), Epox PCP (carres gris et croix), 
tButOHPCP (carres noirs), et IPCP (carres Wanes), tels qu'obtenus aux exemples 
precedents. 

30 On constate que Taj out de concentrations croissantes de ces 

composes inhibe jusqu ? & 100% de la reponse de reference. 
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Les essais effectues comme indiqu6 ci-dessus sur differents 
composes selon Tinvention permettent de d6finir leurs concentrations IC50, 
exprim6es en micromolaire dans le tableau suivant, conduisant k Pinhibition de 
50% de la reponse de reference des lymphocytes stimulus par 80nM du compose 
5 BrHPP selon le test de cytotoxicity induite. 



Composl 


UM 


IPCP 


700 


tButOHPCP 


1000 


Epox PCP 


30 


BrHPCP 


15 


fflPCP 


15 


IPCF,P 


1000 


EpoxPCF,P 


300 


BrH PCF,P 


150 



D'autres essais semblables ont aussi ete effectues avec les 
composes analogues monofluores (ou le groupement R 2 est le 

10 monofluorom&hylenediphosphonate) BrHPCHFP et Epox PCHFP, Ces composes 
sont bioactife (c*est-a-dire inhibent s&ectivement les lymphocytes Ty982), avec une 
bioactivite de 30nM pour BrHPCHFP et de 50\xM pour Epox PCHFP, pour une 
concentration de BrHPP egale k \50yM. 

Les figures 2 et 3 sont des graphes semblables a la figure 1 

15 obtenus en remplapant Tantigfene BrHPP par Tantigfene IPP 
(isopent&iylpyrophosphate) a 325jiM ou, respectivement, a 162 \iM. Les composes 
selon Tinvention utilises etaient dans ces exemples IPCP (carr6s noirs), BrHPCP 
(triangles blancs) et IHPCP (triangles noirs). Comme on le voit, Tinhibition par les 
composes selon Tinvention ne depend pas de Tantigene utilise pour stimuler les 

20 lymphocytes Ty952. 

Les figures 4 k 6 illustrent les r6sultats obtenus avec ces 
memes trois composes selon Tinvention mais en utilisant comme antigene stimulant 
les lymphocytes Ty982, le compose BrHPP k une concentration variant, 
respectivement, de 150^iM, 75|aM et 37jiM. Comme on le voit, les composes selon 
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Tinvention produisent Tinhibition des lymphocytes dans tous les cas, mais k des 
concentrations qui varient dans le meme sens que les concentrations d'antigfene de 
stimulation utilisdes. Aiitrement dit, plus la concentration d'antigfene stimulant est 
forte, plus la concentration de compose selon Tinvention necessaire pour inhiber les 
5 lymphocytes doit aussi etre forte. 

EXEMPLE 11 : Mesure de Tactivit6 inhibitrice et de son 
caractere reversible, par le test de cytotoxicity induite et le test de relargage de 
TNF: 

La figure 7 repr£sente quatre graphes illustrant Tinhibition par 
10 le compost selon Tinvention BrHPCP et la restauration de Tactivit6 antig&iique 
stimulante du BrHPP. 

Les deux graphes de gauche sont obtenus en stimulant les 
lymphocytes Ty952 comme a Texemple 12 en ajoutant tout d'abord 9nM de 
Tantigene BrHPP dans le milieu de culture, puis en ajoutant des concentrations 

15 croissantes (en abscisses) du compose selon Tinvention BrHPCP. Les deux graphes 
de droite sont obtenus en incorporant tout d'abord 60^iM du compose selon 
Tinvention BrHPCP dans le milieu de culture au contact des lymphocytes Ty962 
puis en ajoutant des concentrations croissantes (en abscisses) du compose 
antigenique stimulant BrHPP. Les valeurs obtenues sont representee par des ronds 

20 noirs. Les ronds blancs donnent les valeurs obtenues en Tabsence du compost initial 
(BrHPP sur les graphes de gauche, BrHPCP sur les graphes de droite). Les graphes 
du haut fournissent le pourcentage de reponse residuelle dans les cultures (test de 
cytotoxicity induite). Les graphes du bas fournissent la concentration de TNF 
relarguee en pg/ml. 

25 Comme on le voit, le compose selon Tinvention BrHPCP 

inhibe la stimulation par BrHPP, mais cette inhibition est reversible dans la mesure 
ou, apres inhibition par le compose selon Tinvention BrHPCP, la stimulation est 
restauree par ajout de BrHPP. 

Ce caract&re reversible de Tinhibition des lymphocytes Ty982 

30 par les composes selon Tinvention est important du point de vue th6rapeutique. En 
effet, suite a un traitement d'une activation massive k caractfere pathogene des 
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lymphocytes Ty952 grace a un compose selon Tinvention (par exemple lore d'un 
accfcs de paludisme ou sur une tumeur), le systeme immunitaire du patient n'est pas 
pour autant definitivement degrade et ensuite, peut 6tre rapidement restaur^. 

EXEMPLE 12 : BrHPCP n'est pas inhibiteur des lymphocytes 

5 Ty883 : 

Un test de cytotoxicity induite est r6alis6 comme dans 
Texemple 12, mais avec un clone de lymphocyte Ty883 stimule par un antigfcne 
traditionnel de ces lymphocytes (ronds noirs), et en presence du compose selon 
Tinvention BrHPCP en concentrations croissantes dans le milieu de culture (carres 
10 noirs sur la figure 8). Comme on le voit figure 8, le compos6 selon Tinvention 
n'inhibe pas les lymphocytes Ty853. II est done un inhibiteur sp&ifique des 
lymphocytes Ty982. 

E22EMELE13 : 

Dans cet exemple, on r6alise un test de cytotoxicity induite sur 
15 des cellules cibles P815 par un clone de lymphocytes Ty952 stimuli soit par la 
phytohemaglutinine A (PHA), qui est un stimulant non sp&rifique et non phosphate 
des lymphocytes Ty982, k 70 ng/ml et a 24 ng/ml, soit par Tantigene BrHPP h 
80nM. Le stimulant est utilise seul (barres blanches figure 9) soit en presence du 
compost inhibiteur selon Tinvention BrHPCP a 70^M (barres noires figure 9). 
20 Comme on le voit, le compost selon Tinvention n'inhibe pas 

les lymphocytes actives par le stimulant non specifique PHA. II n'inhibe done les 
lymphocytes Ty982 que s'ils ont ete prealablement stimules de fa9on sp6cifique par 
un antigene diphosphate (phosphoantigene) tel que BrHPP. 
EXEMPLE 14: 

25 Un million de lymphocytes Ty982 sont deposes dans un puits 

de 10nl d'un microphysiometre (appareil CYTOSENSOR ® commercialis6 par 
MOLECULAR DEVICES, USA). Leur vitesse de m6tabolisme donnee par 
Tappareil est mesuree toutes les 30 secondes. On ajoute dans le puits une 
composition comprenant soit Tantigene BrHPP a 0, 2, 10 et lOOnM (figure 10a), soit 

30 BrHPCP - & 2, 10, lOO^iM (ronds, carres et triangles Wanes figure 10b), soit 
Tantigene IHPP (3-(iodom6thyl)-3-butanol-l-yl-diphosphate) a lOnM (ronds noirs 
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figure 10b), en taut que reference, soit une composition de controle inactive (ronds 
blancs figure 10c), soit BrHPCP k 50jiM seul (carres Wanes figure 10c), soit IPP 
(isopentenylpyrophosphate) seul a 30nM (ronds noirs figure 10c), soit IPP a 30nM 
et BrHPCP a 50^iM (triangles blancs figure 10c). 
5 L'instant d'adjonction des compositions est represents par la 

fleche sur les figures 10a, 10b, 10c. 

Comme on le voit, comparativement a la reponse d6tectee dbs 
Taddition des antigenes, les composes selon Finvention n'induisent pas de reponse 
(figure 10b) et diminuent la reponse aux phosphoantigtees (figure 10c) des 
10 lymphocytes Ty982, 

Le suivi de Texp^rience de la figure 10c sur une duree plus 
grande revele 6galement que la duree pendant laquelle les lymphocytes Ty952 sont 
actives est aussi diminuee en presence des composes selon Tinvention. 



WO 00/59916 



PCT/FROO/00837 



28 



REVENDICATIONS 
1/ - Nouveaux composes de formule : 



5 CH3-*i— <CH 2 )2— R2 



(0 



ou Rj est choisi parmi les fonctions suivantes 



10 



CH 3 
I 

— C — 
I 

OH 



CH 2 -OH 



— C — 
I 

OH 



CH 2 -X 
I 



OH 



alcool tertiaire 



15 



1,2-diol 



halohydrine, X etant un 
halogene choisi parmi CI, Br, I 



20 



25 



O— CH 2 

\ / 



epoxyde 



CH 2 
II 

— C — 



alcene 



H 
I 

0=C 
I 

— c — 
I 

R 3 

alddhyde (R 3 etant un 
hydrogene H) 

a-hydroxyaldehyde ( R 3 6tant 
ma hydroxyle OH) 



et R 2 est choisi parmi l'un des groupements suivants : 



30 



O O 
— O— P-CH 2 -P — 0" Cat+ 
O" Cat* O" Cat* 



o o 

— O — P - CF 2 -P— O" Cat * 
O-Cat* a Cat* 



methylenediphosphonate 



difluoromethylenediphosphonate 
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O — 



0 
II 

P — CHF 
I 



O 
II 

P — 0 



Cat 



O " Cat + o _ Cat + 



10 



monofluoromemylenediphosphonate 
ou Cat+ represente un (ou des) cation(s) organique(s) ou mineial(aux) (y compris le 
proton) identiques ou differents dans le meme compose, 

a l'exception du 3-methyl-3-butene-l-yl-difluoromethylenediphosphonate, et du 
3-methyl-3-butene- 1 -yl-methylenediphosphonate. 

2/ - Composes de formule : 

CHj— Ri— (CH 2)2-^2 (I) 

ou Ri est choisi parmi Tes fonctions suivantes : 



15 



CH 3 
I 

— C— 
I 

OH 

alcool tertiaire 



CH2-OH 

OH 
U-diol 



20 



CH 2 -X 
I, 

I " 

OH 

halohydrine, X etant un halogene 
choisi parmi CI, Br, I 



25 



O— CH 2 

\ / 
— C — 



epoxyde 



CH 2 
II 

— C— 



alc^ne 



30 



H 
I 

0=C 
I 

I 

R 3 

aldehyde (R 3 etant un 
hydrogene H ) 

a-hydroxyald6hyde (R 3 etant un 
hydroxyle OH ) 



et R 2 est choisi parmi l'un des groupements suivants : 



1 
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10 



0 0 0 0 

_ 0 -P-CH 2 -P-0-Caf -O-P-CFz-P-O'Caf 
O-Cat* O'Cat* 0"Cat* O'Caf 

methylenediphosphonate difluoromethylenediphosphonate 



O O 
-O — P-CHF-P— O-Caf 
O - Cat ♦ O ' Cat + 



monofluoromethylfcnediphosphonate 
oil Cat+ represente un (ou des) cation(s) organique(s) ou mineral(aux) (y compris le 
15 proton) identiques ou differents dans le m&ne compose, 

pour leurs utilisations comme agents d'inhibition selective des lymphocytes Ty982. 

3/ - Compos6s selon Tune des revendications 1 ou 2 pour leur 
utilisation a titre de substances therapeutiquement actives. 

4/ - Compos6s selon Tune des revendications 1 ou 2 pour leur 
20 utilisation dans une composition therapeutique destinee a dtre administree a un 
primate en vue du fakement preventif ou curatif d'une pathologie impliquant 
1'acnvaton des lymphocytes Ty962. 

5/ - Composition th6rapeutique ou de diagnostic, caracterisSe 
en ce qu'elle comporte au moins un compose selon Pune des revendications 1 ou 2. 
25 6/ - Composition selon la revendication 5, caracterisee en ce 

qu'elle comprend une quantity apte a Stre administree a un primate 
-notamment au contact du sang peripherique ou par voie topique- d'au moins un 
composd selon Tune des revendications 1 ou 2. 

7/ - Proc6d6 de fabrication d'une composition ayant la 
30 propriete d'inhiber selectivement les lymphocytes Ty982 dans lequel on utilise au 
moins un compose selon l"une des revendications 1 ou 2. 

8/ - Precede de fabrication d'une composition therapeutique 
destinee au traitement preventif ou curatif d'une pathologie induisant une activation 
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des lymphocytes Ty952 dans lequel on utilise au moins un compost selon Tune des 

revendications 1 ou 2. 

91 - Proc&i6 de fabrication d*une composition thdrapeutique 

destin6e a etre administr6e k un primate -notamment au contact du sang 
5 periph6rique ou par voie topique- pour le traitement pr6ventif ou curatif d*une 

pathologie induisant une activation des lymphocytes Ty982 dans lequel on utilise au 

moins un compose selon Tune des revendications 1 ou 2. 

10/ - ProcSde de fabrication d*une composition thdrapeutique 

destinee a etre administree a un primate pour le traitement pr6ventif ou curatif des 
10 parasitoses appartenant au groupe forme de la malaria, de la leishmaniose viscdrale, 

et de la toxoplasmose, dans lequel on utilise au moins un compost selon l*une des 

revendications 1 ou 2. 

1 1/ - Procede de fabrication d'une composition thfrapeutique 
destinee a etre administr6e h un primate pour le traitement preventif ou curatif d'une 
15 maladie auto-immune -notamment choisie parmi la sclerose en plaques et la maladie 
de Beh9et- impliquant une activation des lymphocytes Ty982 dans lequel on utilise 
au moins un compost selon Tune des revendications 1 ou 2. 

12/ - Procede de fabrication d'une composition therapeutique 
destinee a etre administree a un primate pour le traitement preventif ou curatif d*une 
20 pathologie bact6rienne appartenant au groupe forme de la brucellose, de la 
tular6mie, des salmonelloses, des tuberculoses, et de Tehrlichiose, dans lequel on 
utilise au moins un compose selon Tune des revendications 1 ou 2. 

13/ - Proc6d6 d'inhibition selective de lymphocytes Ty982 
dans un milieu extracoiporel dans lequel on met les lymphocytes Ty982 au contact, 
25 dans ledit milieu extracoiporel, avec au moins un compose selon Tune des 
revendications 1 ou 2. 

14/ - Procede selon la revendication 13, caract6ris6 en ( ce 
qu f on utilise au moins un compose selon Tune des revendications 1 ou 2 & une 
concentration dans le milieu qui procure une inhibition de la proliferation 
30 polyclonale des lymphocytes Ty982. 
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Fig/Z 
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Fig.8 
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Fig. 9 
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